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Severidade da esteatose hepática não alcoólica induzida por super 
expressão da apolipoproteina CIII é associada a inflamação e morte 
celular. 
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A doença hepática gordurosa não alcoólica (Nonalcoholic fatty liver disease - 
NAFLD) é a principal manifestação hepática na obesidade e síndrome metabólica. 
A história natural da doença envolve a esteatose, estresse oxidativo, inflamação, 
fibrose e morte celular. Níveis plasmáticos elevados de lipoproteínas ricas em 
triglicérides são fatores de risco independentes para doenças cardiovasculares. 
Estudos clínicos e experimentais mostram forte correlação entre triglicérides 
plasmáticos (TG) e os níveis de apolipoproteína CIII. A apolipoproteína CIII 
também é aumentada no plasma de pacientes diabéticos. Ao comparar 
camundongos apoCIII transgênicos com controles não transgênicos irmãos (NTg), 
mostramos aqui que a super-expressão de apoCIII, independentemente da dieta 
rica em gordura (High fat diet - HFD), resulta em características NAFLD, ou seja, 
aumento do conteúdo de lípidos no fígado, diminuição poder antioxidante, 
aumento da expressão de TNFα, receptor de TNFα, caspase-1 clivada e 
interleucina-1β, diminuição do receptor de adiponectina-2 e aumento da morte 
celular. Além disso, os indicadores de inflamação sistêmica de TNFα e a proteína 
C-reactiva estão também elevados em camundongos apoCIII. Esse quadro é 
agravado e características adicionais da NAFLD são diferencialmente induzidas 
por HFD em camundongos apoCIII. A HFD induziu intolerância à glicose, 
juntamente com aumento da gliconeogênese, evidenciando a resistência hepática 
à insulina, induziu um aumento significativo da TNFα (8 vezes) e IL-6 (60%) no 
plasma em camundongos apoCIII comparados aos NTg. Os outros indicadores de 
inflamação (proteína C reativa plasmática e TNFα, TNFr, caspase-1 e IL-1 β 
hepática) mantiveram-se superiores em camundongos apoCIII em HFD. A 
ativação da via intrínseca (Bax / Bcl-2) e a proteina efetora (caspase-3) de 
apoptose foram aumentados em ambos os camundongos apoCIII com low fat diet 
(LFD) e HFD. Como esperado, o tratamento com fenofibrato reverteu vários dos 
efeitos da dieta e da apoCIII. No entanto, o fibrato não normalizou o padrão 
inflamatório nos animais apoCIII, tais como o aumento do TNFα, TNFr, IL1β e 
redução do adiponectina-R2, mesmo com total correção do teor de lipídios no 
fígado. Estes resultados indicam que a superexpressão apoCIII desempenha um 
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papel importante na inflamação hepática e na morte celular e aumenta a 




Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the principal liver manifestation in 
obesity and metabolic syndrome. The natural history of the disease involves 
steatosis, oxidative stress, inflammation, fibrosis and cell death. Elevated plasma 
levels of triglyceride-rich remnant lipoproteins are independent cardiovascular 
disease risk factors. Clinical and experimental studies show strong correlation and 
causal links between plasma triglycerides (TG) and apolipoprotein CIII levels. 
Apolipoprotein CIII is also increased in the plasma of diabetic patients. By 
comparing apolipoprotein (apo) CIII transgenic mice with control non-transgenic 
(NTg) littermates, we show here that the overexpression of apoCIII, independently 
of high fat diet (HFD), results in NAFLD features, namely, increased liver lipid 
content, decreased antioxidant power, increased expression of TNFα, TNFα 
receptor, cleaved caspase-1 and interleukin-1β, decreased adiponectin receptor-2 
and increased cell death. In addition, systemic indicators of inflammation TNFα and 
C-reactive protein are also elevated in apoCIII mice. This picture is aggravated and 
additional NAFLD features are differentially induced by HFD in apoCIII mice. HFD 
induced glucose intolerance together with increased gluconeogenesis, evidencing 
hepatic insulin resistance. Marked increases in plasma TNFα (8-fold) and IL-6 
(60%) were induced by HFD in apoCIII mice compared to NTg mice. The other 
inflammatory indicators (plasma C reactive protein, liver TNFα, TNFr, caspase-1 
and IL1 β) remained higher in HFD apoCIII mice. Cell death signaling (Bax/Bcl2), 
effector (caspase-3) and apoptosis were augmented in both low and HFD apoCIII 
mice.  As expected, fenofibrate treatment reversed several of the diet and apoCIII 
effects. However, fibrate did not normalize apoCIII inflammatory traits, such as 
increased TNFα, TNFr, IL1β and reduced adiponectin-R2, even under fully 
corrected liver lipid content. These results indicate that apoCIII overexpression play 
a major role in liver inflammation and cell death increasing susceptibility to and the 










I. Resumo ........................................................................................................vii 
II. Abstract .........................................................................................................ix 
III. Lista de abreviaturas .................................................................................. xv 
IV. Introdução .....................................................................................................1 
V. Justificativa ................................................................................................. 18 
VI. Objetivos .................................................................................................... 19 
VII. Metodologia, resultados e discussão  
Manuscrito submetido ................................................................................ 20 
VIII. Conclusão....................................................................................................63 
IX. Referências bibliográficas da introdução ................................................... 64 









Quando me preparava para escrever os agradecimentos, fiz aquela 
“listinha” de colaboradores, que não é muito o meu estilo, então resolvi agradecer 
contanto um pouco da minha trajetória, os passos que me trouxeram até este dia.  
 Realizei meu trabalho de mestrado na Universidade Federal de Mato 
Grosso e, em parceria com a UNICAMP, pude fazer um estágio para aprender 
uma técnica que executei durante o mestrado, minha orientadora Maria Salete 
entrou em contato com a professora Helena Oliveira e vim pra “tão sonhada” 
UNICAMP. Aprendi técnicas e a rotina do laboratório, participei de reuniões (e me 
senti tão importante) e no final a Dra Helena aceitou me orientar para que fizesse 
o doutorado. Alguns problemas de saúde da minha mãe me fizeram questionar se 
deveria me ausentar de Cuiabá, porém tive todo apoio da minha família para vir 
“concluir” os estudos em Campinas.  
Algumas pessoas brincavam comigo dizendo que a professora Helena era 
muito brava, pra eu tomar cuidado e “andar na linha”, realmente minha orientadora 
é exigente, mas desde o começo se mostrou uma pessoa muito humana, que me 
apoiou em minhas decisões pessoais e me conduziu em meu crescimento 
intelectual. 
Meu lema sempre foi sorriso no rosto e bola pra frente. Como dizia o 
Gabriel Dorighello, “VAMO TIME”!!! Fazendo parte dessa parceria de trabalho e 
amizade, Helena Raposo, Juliana Rovani e Emerielle Vanzela, mais que amigas, 
são minhas “irmãs postiças”, compartilhamos bons e maus momentos e nossos 
almoços sempre foram uma mistura de terapia e comédia.  
Agradeço aos meus companheiros de laboratório Amarylis Wanschel, 
Alessandro Salerno, Estela Lorza, Gabriel Dorighello e Thiago Rentz pela 
colaboração e amizade. Ao bolsista Nilton Cunha e a técnica Mônica, pela 
cooperação e cuidado com os animais. Aos colegas do “LAB 14” pela colaboração 
e companhia durante os intermináveis cafezinhos (muitos litros certamente).  
xiv 
 
Aos professores do grupo, Antônio Carlos Boschero, Everardo M. Carneiro, 
Helena Barbosa e Leonardo Reis pelo apoio e contribuição intelectual durante os 
seminários do grupo. Aos membros da banca pela avaliação e colaboração. 
O que dizer da minha família maravilhosa? Essa é a parte que a gente 
chora... Meu porto seguro, meu apoio e mais que isso, minha felicidade! Não 
imaginava que sentiria tanta falta. Duas vezes ao ano eu ia recarregar as baterias 
e renovar a alma na cidade mais “calorosa” do Brasil, Cuiabá!  
Voltava chorando, já cheia de saudades da mesa posta e das longas 
conversas e risadas na cozinha da minha irmã Alessandra, com minhas sobrinhas 
Patrícia e Marina e meu cunhado Adirson. Dos conselhos do meu irmão Wesley e 
o carinho sempre presente da minha cunhada Gilda e meus sobrinhos Régis e 
Willian. De sonhar acordada com minha mãe Mary, sobre tudo que conquistamos 
e ainda vamos conquistar. 
Agradeço aos meus amigos que sempre estiveram presentes, mesmo na 
ausência, e nunca deixaram passar em branco minhas idas e vindas, Vitor Hugo, 
Vitor Kurossaki, Jéssica Braz, Eloíza Corvoisier (minha comadre) e minha afilhada 
Sophie Corvoisier. 
Finalmente agradeço ao meu marido Daniel (nos casamos no dia seguinte a 
minha defesa), uma pessoa muito especial que Deus colocou no meu caminho. 
Pelos sorrisos que colocou no meu rosto, pelas lembranças de momentos bem 
vividos, por me entender com um olhar, pelo carinho e amor constante. À minha 
sogra, que nos últimos dois anos foi como uma mãe, me apoiou e cuidou de mim, 
a minha gratidão.  
Esses quase quatro anos em Campinas me trouxeram mais do que eu 
imaginava, muito mais que um título de doutora. Aprendi a passar por cima dos 
preconceitos, a conviver com pessoas que pensam diferente de mim, evolui 
profissional e intelectualmente, conheci o “homem da minha vida” e volto para 
“minha terra” realizada! 
xv 
 
LISTA DE ABREVIATURAS 
 
ACC: acetyl-CoA carboxylase 
AGL: ácidos graxos livres  
ALT: alanine aminotransferase 
APAF 1: apoptotic protease activating factor 1 
Apo LP: apolipoproteínas  
ApoCIII: apolipoproteína CIII 
ASC: apoptosis-associated speck-like protein containing a carboxy-terminal CARD 
AST: aspartate aminotransferase 
ATGL: adipose triglyceride lipase  
Bax: Bcl2-associated X protein 
Bcl-2: B-cell lymphoma 
Caspases: cysteine-dependent aspartate-specific proteases 
ChREBP: carbohydrate response element binding protein 
CPT1: carnitine palmitoyltransferase I 
DHGNA: doença hepática do fígado gorduroso não alcoólica   
EHNA: esteato hepatite não alcoólica  
EROS: espécies reativas de oxigênio  
FAS: fatty acid synthase 
GSH: reduced glutathione 
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IL-1β: interleukin-1β  
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TNFr1: tumor necrosis factor receptor 1 
TNFα: tumor necrosis factor 
TRAIL: tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 





Lipoproteínas e apolipoproteina CIII 
 
As lipoproteínas (LP) são agregados macromoleculares de lípides e 
proteínas, que promovem o transporte de lípides na circulação linfática, interstício 
celular e sangue. São formadas por um núcleo hidrofóbico que contém moléculas 
de lípides neutros, como colesterol esterificado e triglicérides (TG), além de 
vitaminas lipossolúveis, e uma superfície hidrofílica nas quais se inserem as 
moléculas de fosfolípides, colesterol livre e apolipoproteínas (apo LP) (Quintão et 
al., 2011). 
As lipoproteínas são classificadas de acordo com sua composição em lípides 
e apoLP, que confere uma característica diferente quanto a composição, 
densidade, carga elétrica, conformação e tamanho. Quanto maior a fração lipídica, 
maior o tamanho e menor a densidade da partícula, nessa sequência temos os 
quilomícrons (QM), VLDL (very low density lipoprotein), IDL (intermidiate density 
lipoprotein) LDL (low density lipoprotein) e a HDL (high density lipoprotein) 
(Quintão et al., 2011). 
As apoLPs atuam na formação e na exportação das LP pelas células, 
possibilitam que sejam reconhecidas por receptores celulares e são cofatores para 
proteínas e enzimas envolvidas no metabolismo dos lípides no plasma e nos 
tecidos.  
Assim, alterações do conteúdo de apoLP pode contribuir para doenças 
metabólicas (Zheng, 2014) 
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A apolipoproteína CIII (apoCIII) desempenha um papel importante na 
regulação do metabolismo lipídico, em especial sobre lipoproteínas ricas em TG. 
Camundongos transgênicos super-expressando apoCIII têm níveis elevados de 
TG, devido à permanência prolongada de lipoproteínas ricas em TG no plasma, 
propiciando maior fornecimento de ácidos graxos livres (AGL) aos tecidos (De 
Silva et al., 1994).   
Estudos demonstram que a apoCIII pode induzir a hipertrigliceridemia por 
múltiplas vias. Experimentos in vitro e in vivo demonstraram que apoCIII inibe a 
lipoproteína lipase e a lipase hepática, retarda o clearance de VLDL, interferindo 
com a ligação de apoB100 ou apoE com receptores hepáticos (Sehayek e 
Eisenberg, 1991) 
Recentemente um estudo de cinética de lipoproteínas em humanos mostrou 
que LPs que contém apoB contendo também apoCIII são retiradas de circulação 
mais lentamente em comparação com LPs que contém apoB sem apoCIII. Essa 
evidência sugere que a inibição da depuração direta da LP apoB é um importante 
mecanismo pelo qual a apoCIII promove a hipertrigliceridemia (Zheng et al., 2012). 
Pacientes normotrigliceridêmicos apresentam maior taxa de depuração de VLDL 
plasmático do que pacientes geneticamente hipertrigliceridêmicos, aumentando os 
níves de LDL plasmáticos (Zheng et al., 2010).  
Novas evidências sugerem que apoCIII pode afetar diretamente a produção 
hepática de lipoproteínas. Foi demonstrado que a apoCIII promove aumento da 
síntese e secreção hepática de LPs ricas em TG (Yao e Wang, 2012) e a super-
expressão de apoCIII em hepatócitos leva a um aumento da síntese e secreção de 
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VLDL de um modo dependente do número de cópias do gene (Sundaram et al.,  
2010).  
Além disso a apoCIII induz a expressão e atividade da proteína de 
transferência de triglicerídeos microssomal (MTP), uma enzima chave para a 
produção hepática de VLDL. Assim, a expressão da apoCIII hepática pode ser 
uma parte indispensável e integrante da síntese endógena de LPs ricas em TG 
(Yao, 2012). Porém, camundongos super-expressando apoCIII apresentaram uma 
diminuição da secreção hepática de VLDL, bem como dos níveis plasmáticos de 
apo B100, sem diferença na expressão da MTP hepática, quando consumiram 
dieta hiperlipídica. Este evento, associado ao aumento da captação de TG 
hepático induziu a esteato hepatite não alcoólica e resistência hepática a insulina 
(Lee et al.,2011). 
Consistente com esse estudo, tem sido relatado que os indivíduos com duas 
variantes genéticas comuns de apoCIII (T-455C e C-482T) possuem elevados 
níveis de apoCIII e TG plasmáticos, e alto conteúdo de TG hepático, com aumento 
da incidência de NAFLD e resistência à insulina (Petersen et al., 2010). Em 
contraste, a utilização de um oligonucleotídeo antisense induzindo a redução da 
expressão de apoCIII, reduziu o TG plasmático em roedores porém não afetou 
significativamente a secreção de VLDL em um grupo de indivíduos saudáveis 
(Graham et al., 2013). Assim, o papel de apoCIII na homeostase hepática de 
lípidos parece ser complexo e novos estudos são necessários para melhor 
compreensão dos mecanismos envolvidos (Lee et al.,2011). 
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Estudos recentes também sugerem um papel da apoCIII na inflamação. 
Verificou-se que a apoCIII pode ativar monócitos e células endoteliais, aumentar a 
sua interação e promover a inflamação vascular tanto in vivo como in vitro 
(Kawakami et al., 2006). Outro estudo demonstrou que a apoCIII exerceu esses 
efeitos através da ativação do fator nuclear kappaB, um regulador chave pró-
inflamatório, e que um pré-tratamento com estatina atenuou significativamente 
estes efeitos inflamatórios da apoCIII. (Zheng et al., 2013) 
 Estes dados sugerem que o excesso de apoCIII pode contribuir diretamente 
para a iniciação e progressão de lesões ateroscleróticas, em adição aos seus 
efeitos deletérios sobre o metabolismo dos lípidos. Assim, a concentração de 
apoCIII por sí continua a ser um preditor forte e independente para doenças 
cardiovasculares, mesmo após a redução da lipemia em vários estudos 
epidemiológicos prospectivos e ensaios clínicos (Zheng, 2014). 
Estudos do nosso grupo demonstraram que camundongos 
hipertrigliceridêmicos por super-expressão da apoCIII apresentam aumento do 
teor lipídico no fígado concomitantemente com aumento da taxa de beta-oxidação 
mitocondrial de ácidos graxos. Esta condição levou a um estresse oxidativo extra-
mitocondrial, por aumento da atividade das enzimas hepáticas xantina-oxidase e 
NADPH-oxidase (Alberici et al., 2009). Esses achados foram os primeiros 




Regulação da síntese e secreção de lipídios pelo fígado 
 
O fígado exerce também uma função importante no metabolismo lipídico, por 
sintetizar, captar, e esterificar ácidos graxos, bem como “exportar” lipídios na 
forma de lipoproteínas (Adams et al., 2005).   Os ácidos graxos hepáticos podem 
ser provenientes da dieta, da lipólise do tecido adiposo ou da síntese de novo a 
partir do excesso de nutrientes. No período pós-prandial, os quilomicrons 
transportam os lípides da dieta principalmente pelo sistema linfático e pela 
circulação sistêmica, onde podem ser hidrolisados pela lipase lipoproteica ou 
entregues ao fígado (Quintão et al., 2011). 
A lipogênese hepática é regulada pela disponibilidade de nutrientes e pela 
ação de hormônios, cujos efeitos pró ou anti-lipogênicos são mediados por 
ativação/supressão de fatores de transcrição, tais como ChREBP e SREBP-1, os 
quais por sua vez alteram a expressão de genes lipogênicos (Kersten, 2001). Sob 
condições fisiológicas, a insulina aumenta a captação hepática de glicose, 
ativando a sua fosforilação à glicose-6-fosfato, e sua utilização pelo hepatócito, 
tanto para a formação de glicogênio, quanto para a oxidação pela glicólise e via 
das pentoses. No hepatócito, a glicose é degradada à acetil-CoA e oxaloacetato, 
que sofrem condensação, formando citrato. O excesso de citrato formado no ciclo 
de Krebs é lançado para o citosol onde é descarboxilado à acetil-CoA e 
oxaloacetato pela ATP-citrato liase. Acetil-CoA carboxilase (ACC) então converte 
acetil-CoA à malonil-CoA, o qual é usado pela  ácido graxo sintase (FAS) para a 
formação de ácidos graxos (Lehninger, 2006). Além disso, a glicose também ativa 
um fator de transcrição denominado proteína ligadora a elementos responsivos à 
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carboidratos (ChREBP). O ChREBP aumenta transcrição de  vários genes 
lipogênicos, aumentando a síntese lipídica hepática (Browning e Horton, 2004).   
A insulina também influencia a síntese de ácidos graxos por estimular a 
expressão de genes lipogênicos, sendo este efeito mediado pelo fator de 
transcrição SREBP-1c (proteína ligadora a elementos responsivos a esteróis 1c). 
O SREBP-1c aumenta preferencialmente a transcrição de genes requeridos para a 
síntese de ácidos graxos, incluindo aqueles que codificam a ATP citrato liase, 
ACC e FAS (Shimomura et al.,1998, Horton et al., 2002). A relevância da ativação 
do fator de transcrição SREBP-1c foi demonstrada em camundongos transgênicos 
que super-expressavam a forma ativa do SREBP-1c no fígado e desenvolveram 
fígado gorduroso clássico devido à elevação da taxa de lipogênese (Shimano et al.  
1997).  
O acúmulo de lípides no fígado pode resultar não só de uma elevação da 
velocidade de lipogênese, mas também de uma saturação do processo de 
secreção de lípides em casos de aporte aumentado de ácidos graxos, o que se dá 
principalmente na forma de VLDL. A secreção de VLDL é um processo complexo 
que envolve a associação de lípides com a apoB, principal proteína desta 
lipoproteína, durante sua síntese no lúmen do retículo endoplasmático. Um 
importante determinante da secreção de VLDL parece ser a estabilidade 
intracelular da apoB, pois uma substancial quantidade de apoB recém sintetizada 
sofre degradação intracelular (Yao et al., 1997).  
A insulina pode regular a secreção de VLDL por mecanismos múltiplos, 
incluindo a modulação da velocidade de síntese e degradação de apoB, 
modulação da expressão da MTP, fosforilação da apoB (Sato  et al., 1999), e 
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transcrição do RNAm da apoB (Davidson et al., 2000). Quando a via de 
sinalização de insulina está ativa ocorre uma redução de síntese e secreção de 
apoB. Assim, a resistência hepática à insulina favorece o aumento da síntese de 
apoB e secreção de VLDL, contribuindo para hipertrigliceridemia. Apesar disso, o 
aumento da síntese de apoB e secreção de VLDL parece não ser suficiente para 
compensar o acúmulo de lípides hepáticos em indivíduos obesos resistentes à 
insulina.  
A oxidação de lípides hepáticos requer enzimas envolvidas na hidrólise do 
TG como a lipase de triglicerídeos de adiposo (ATGL), a lipase hormônio sensível 
(HSL) e a lipase do monoglicerídeo (MGL). Estas enzimas catalisam reações de 
hidrólise de TG e liberação de AG para posterior oxidação (Zechner  et al., 2012). 
A ATGL pode assim, regular o conteúdo de TG hepático e a expressão de genes 
alvo do PPARα no fígado, possívelmente através da liberação de AG, ligantes 
naturais de PPARα (Ong  et al., 2010). 
Recentemente foi demonstrado um papel protetor da ATGL na inflamação 
hepática em desordens metabólicas, em que animais knockout para ATGL em 
dieta deficiente em metionina e colina apresentavam não apenas um acúmulo de 
TG hepático, mas também estavam mais suscetíveis à inflamação induzida por 
LPS (Jha et al., 2014).  
Os PPARs são fatores de transcrição que modulam a atividade de múltiplos 
genes do metabolismo de lípides e de carboidratos. Os PPARs foram assim 
designados em virtude de serem receptores ativados por drogas que induzem a 
proliferação de peroxissomos (Issemann e Green, 1990). Estes receptores 
ocorrem em três diferentes isoformas (α,β/δ e γ), que exibem padrões de 
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expressão tecido-específicos e modulam a transcrição de diferentes genes 
envolvidos no metabolismo lipídico (Schoonjans et al., 1997). O PPARα, altamente 
expresso no fígado, tecido adiposo marrom, coração, músculo esquelético e em 
outros órgãos em níves inferiores, e regula vias catabólicas do metabolismo 
lipídico, por modular genes envolvidos na captação e oxidação de ácidos graxos. 
No fígado, o PPARα promove a oxidação de ácidos graxos, sendo especialmente 
importante durante o jejum. Camundongos knockout para PPARα apresentam 
esteatose hepática acentuada, diminuição dos níveis plasmáticos de glicose e 
corpos cetônicos, elevação dos níveis plasmáticos de ácidos graxos livres e 
hipotermia (Hashimoto et al., 2000; Leone et al., 1999). Estes distúrbios 
metabólicos graves são o resultado da expressão diminuída de um grande número 
de genes envolvidos no metabolismo lipídico hepático (Martin et al., 1997; Sato et 
al., 2002). Em contrapartida, a expressão de PPARγ no fígado causa esteatose e 
a super-expressão de PPARγ leva a indução da expressão de genes específicos 
de adipócitos (Yu et al., 2003). Certos ácidos graxos, particularmente os 
poliinsaturados e seus derivados oxidados, funcionam como ligantes endógenos 
para fatores de transcrição, como PPAR, e seu acúmulo intracelular pode causar 
mudanças globais na expressão de genes do fígado. 
Os fibratos são drogas hipolipemiantes, ligantes sintéticos dos PPARα (Kota 
et al., 2005), capazes de ativar a oxidação e reduzir a síntese de AGL e TG. 
Alberici et al (2003) demonstraram que o tratamento com ciprofibrato em 
camundongos hipertrigliceridêmicos reduziu as concentrações plasmáticas de TG, 
AGL e colesterol, normalizou a respiração mitocondrial de repouso e a 
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suscetibilidade mitocondrial à transição de permeabilidade observados em 
camundongos que super-expressam a apoCIII. 
 
Esteatose hepática não alcoólica  
 
A doença hepática gordurosa não alcoólica é uma condição clínico-
patológica comum caracterizada pela deposição de lípides no parênquima 
hepático de pacientes sem histórico de consumo excessivo de álcool, podendo 
evoluir para esteato-hepatite não alcoólica com características de necro-
inflamação, e subsequentemente para cirrose, e eventualmente, para carcinoma 
hepático (Toshimitsu et al., 2007). A NASH é definida por um acúmulo lipídico 
maior que 5% do volume do fígado (peso) ou histologicamente quando mais que 
5% do fígado apresenta gotículas lipídicas visíveis (Kleiner et al., 2005). 
A prevalência de NAFLD aumenta com o aumento do índice do volume 
corporal (IMC) (Ruhl e Everhart, 2003), e está associada a resistência à insulina, 
diabetes tipo 2 (DM2), doença coronariana, dislipidemias e hipertensão. 
Atualmente vem sendo apontada como o fenótipo hepático da síndrome 
metabólica. (Marchesini et al., 2003). 
A NAFLD tem alta prevalência nos Estados Unidos e em todo o mundo. 
Relatórios recentes do “Center for Disease Control and Prevention” (CDC) 
mostram que 66% dos adultos nos Estados Unidos estão acima do peso, e que 
destes, metade são obesos (Tiniakos et al., 2010). As projeções indicam que essa 
porcentagem pode chegar até 45% em 2025 (Hossain et al., 2007). Assim, diante 
do aumento da prevalência dos fatores de risco, estima-se um aumento de NAFLD 
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em todo o mundo, sendo referida como a doença hepática crônica mais comum 
entre os americanos adultos e crianças (Weston et al., 2005). Estima-se que 36% 
da população americana apresentem NAFLD e que o risco é aumentado para 95% 
em obesos e para 70% em diabéticos tipo 2 (Cornier et al., 2008).  
Sabe-se que a predisposição genética é um fator relevante no 
desenvolvimento da doença (Browning e Horton et al., 2004), a distribuição da 
massa adiposa e fatores como sexo e idade também são importantes. As 
mulheres em idade fértil são menos afetadas que os homens, porém essa 
diferença se perde na pós-menopausa (Carulli et al., 2006). Além disso, há uma 
correlação positiva entre aumento da idade com incidência e severidade da 
NAFLD (Koehler et al., 2012).  Apesar disso, há um aumento da prevalência em 
jovens adultos  (Angulo et al., 2007) e crianças (Della Corte et al., 2012).  
 As aminotransferases hepáticas, AST e ALT, são importantes marcadores, 
principalmente quando se trata de estudos populacionais. Estas  normalmente 
estão aumentadas em pacientes com NAFLD e são relacionadas aos níveis de TG 
hepáticos. Em pacientes com NAFLD ou NASH, a resistência à insulina e o 
conteúdo de TG hepático são fatores associados ao aumento dos níveis de ALT, 
porém não foram relacionados à severidade da doença, não sendo sensível para 




Evolução da esteatose hepática não alcoólica  
 
A patogênese da NAFLD não é totalmente compreendida, porém sabe-se 
que sua origem é multi-fatorial (Adams, 2005; Yasui, 2012) e inclui acúmulo 
hepático de lípides, estresse oxidativo, inflamação e morte celular (Tiniakos et al., 
2010). 
Atualmente a teoria mais aceita para explicar a evolução da doença e 
caracterização da NASH, é denominada de “two hits” e foi proposta por Day e 
James (1998). Segundo esses autores o estímulo inicial (“first hit”) seria o acúmulo 
de ácidos graxos nos hepatócitos causado, por exemplo, pela resistência à 
insulina. A resistência à insulina no adipócito desreprime a HSL, aumentando sua 
atividade no tecido adiposo e grandes quantidades de AGL são liberados e 
ofertados ao fígado (Fabbrini et al., 2008). Além disso, a hiperinsulinemia, 
repercute no fígado (não resistente a insulina) inibindo a enzima carnitina 
palmitoiltransferase (CPT), reduzindo a beta-oxidação mitocondrial dos AGL 
(Reddy e Rao, 2006) e diminuindo a síntese de apo B-100 no fígado, o que 
provoca uma diminuição na secreção de VLDL (Charlton et al., 2002). Assim, o 
aumento da captação de AGL e a redução de exportação de lípides (VLDL) resulta 
em acúmulo intracelular de lípides. Por outro lado, se houver resistência a insulina 
hepática, ocorre aumento da oxidação de AG e aumento da secreção de VLDL, 
mesmo assim estes processos não compensam o aumento da captação de AG e 
da lipogênese quando há resistência a insulina resultando em NAFLD. 
O estresse oxidativo causado pelo aumento da produção de espécies 
reativas de oxigênio seria o segundo estímulo (“second hit”) para evolução da 
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NAFLD para NASH que se estabelece por inflamação e fibrose (Weltman et al., 
1998). Espécies reativas de oxigênio (EROS) podem ter origem mitocondrial, com 
dois principais locais de produção de O2
•-, o complexo I (NADH-coenzima Q 
redutase) e o complex III (ubiquinona-citocromo c oxidoredutase) (Turrens et al., 
1985; Murphy MP, 2009). Além disso, EROS podem ter origem extra-mitocondrial, 
advindos de reações enzimáticas, tais como NADPH oxidase e xantina oxidase.  
Um importante sistema de defesa antioxidante é representado pela glutationa 
(GSH) e múltiplas enzimas dependentes desta, localizadas no citosol e na 
membrana  mitocondrial. (Giuseppe et al., 2014). A depleção da GSH mitocondrial 
é bem descrita no desenvolvimento da NAFLD em que a GSH participa de vias 
responsáveis pela detoxificação de EROS (García-Ruiz et al., 1994). Entretanto, 
valores absolutos de GSH podem apresentar-se aumentados, como uma 
adaptação ao estresse oxidativo na obesidade (Yang et al., 2000). Assim, a razão 
dos níveis de GSH e sua forma oxidada GSSG são importantes para avaliar o 
sistema antioxidante celular.  
Outra consequência do aumento da produção de EROS é o aumento dos 
níveis de proteínas carboniladas. A carbonilação de proteínas consiste em um 
importante marcador de dano oxidativo às proteínas e está presente na etiologia e 
desenvolvimento de múltiplas doenças (Dalle-Donne et al., 2004) inclusive na 
NAFLD induzida por dieta, associada a resistência à insulina e inflamação 
hepática  (Méndez et al., 2014). 
A inflamação hepática atualmente vem sendo descrita como um fator chave 
da patogênese da NAFLD, onde ocorre a mudança na concentração de várias 
citocinas, as quais vem sendo implicadas na patogênese da doença. A esteatose 
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hepática relacionada à obesidade está diretamente associada ao aumento de 
produção de citocinas pró-inflamatórias e diminuição de citocinas anti-inflamatórias 
(Diehl et al., 2005; Day, 2006). 
Uma citocina pró-inflamatória constantemente citada é o fator de necrose 
tumoral alfa (TNFα), secretada por macrófagos do tecido adiposo e do figado, está 
associada tanto à resistência à insulina como à progressão de NAFLD para NASH 
(Sabio et al., 2008; Lima-Cabello et al., 2011). O TNFα regula inflamação, 
metabolismo, viabilidade celular e produção de outras citocinas (Diehl  et al., 
2004), e induz  morte celular com ativação de caspase 3 (Mari  et al., 2008).  
Alguns estudos demonstram a participação do TNFα não apenas como resultado 
da lipotoxicidade hepática provocada por aumento de AG, mas como um promotor 
desse acúmulo lipídico. Endo et al. (2007),  demonstraram  que TNFα induz 
esteatose em camundongos por aumentar a expressão de SREBP-1c.  Além 
disso, o tratamento com anticorpo contra TNFα  diminuiu o conteúdo lipídico 
hepático em modelo experimental obeso (ob/ob) com dieta hiperlipídica (Li  et al., 
2003). Adicionalmente, camundongos knockout para os receptores 1 e 2 de TNFα 
são protegidos do acúmulo lipídico hepático induzido por dieta deficiente em 
metionina e colina (Tomita et al., 2006).  
Em contraste ao TNFα, a adiponectina é uma citocina anti-inflamatória 
produzida pelo tecido adiposo que, está inversamente relacionada com a 
obesidade. A adiponectina é conhecida por aumentar a sensibilidade à insulina, 
ativando a via da AMPK e estimulando a utilização de glicose (Kadowaki  et al., 
2006). Além de promover a oxidação de AG (Xu et al., 2003). Neste contexto, os 
níveis de adiponectina encontram-se reduzidos em pacientes com NAFLD e 
14 
 
apresentam uma correlação negativa com a severidade da esteatose hepática 
(Aller et al., 2008). Assim, o balanço entre TNFα e adiponectina é um fator 
importante no desenvolvimento da NASH (Hui et al., 2004). 
 Outras citocinas também estão relacionadas à NAFLD. Dentre elas, os 
níveis plasmáticos de interleucina 6 (IL6) e da proteína C reativa (CRP), 
marcadores inflamatórios sistêmicos, estão associados à obesidade, 
principalmente ao aumento da adiposidade visceral e apresentam-se elevados na 
NASH (Beasley et al., 2009). Além disso, Van Der Poorten et al. (2008), 
demonstraram em humanos, uma relação entre aumento do tecido adiposo 
visceral e inflamação / fibrose hepática, independente da resistência à insulina e 
esteatose. 
 Como sensores importantes na ativação da inflamação temos os receptores 
de ligação a nucleotídeo contendo domínio com sequência repetida de resíduos 
do aminoácido leucina (NLRs). A ativação desses receptores leva ao recrutamento 
da proteína ASC e da caspase-1 para formação do complexo denominado 
inflamassoma (Sutterwala et al., 2007). O inflamassoma conduz à ativação da 
caspase-1, que por sua vez cliva a interleucina-1β (IL-1β) e interleucina 18 (IL-18) 
em suas formas ativas maduras (Alnemri et al., 1996). Estudos prévios 
demonstraram a importância do inflammasoma na NASH.  Animais knockout para 
receptor IL-1 são protegidos da esteatose induzida por dieta deficiente em 
metionia e colina (Miura  et al., 2010; Kamari et al., 2011). Outros trabalhos 
demonstram um aumento na expressão e ativação de caspase-1 em 
camundongos com esteatose induzida por dieta deficiente em metionia e colina 
(Csak et al., 2011; Dixon et al., 2012).  Além disso, animais knockout para a 
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caspase-1 são protegidos contra o acúmulo de lipídes hepáticos e fibrogênese, 
bem como do aumento da expressão de citocinas inflamatórias induzidas por dieta 
hiperlipídica (Dixon et al., 2013).  
Mais recententemente, Jou et al., (2008) propuseram mais um passo na 
evolução da esteatose, “the third hit”: a morte do hepatócito. Eles sugerem que na 
combinação dos estresses metabólico, oxidativo e contínua produção de citocinas, 
os mecanismos compensatórios hepáticos falham, resultando em aumento de 
morte celular. Estudos prévios demonstram a presença de morte celular por 
apoptose na NASH, por ativação das vias intrínsecas e extrínsecas de 
apoptose (Alkhouri et al., 2011). Para que ocorra a apoptose são requeridas as 
caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) que têm a capacidade 
de reconhecer e clivar substratos que possuam resíduos de aspartato. As 
caspases participam da apoptose (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) (Nicholson e 
Thornberry, 1997) ou da maturação de citocinas (caspases 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14), 
sendo o papel dessas últimas ainda não totalmente compreendido (Denault e 
Salvesen, 2002). Nas vias apoptóticas, as caspases iniciadoras (2, 8, 9, 10) clivam 
as pró-formas inativas das caspases efetoras (3, 6, 7), ativando-as. As caspases 
efetoras por sua vez clivam outras proteínas da célula, dando início à apoptose. A 
caspase efetora, já ativada, cliva uma proteína normalmente ligada a uma DNase 
no citoplasma. A DNase, que se torna ativa, entra no núcleo e cliva pontos 
específicos de DNA, desencadeando o processo de morte celular programada 
(Boatright e Salvesen, 2003). A via extrínseca da apoptose é iniciada pela ativação 
de receptores de morte, incluindo receptor Fas, receptor do fator de necrose 
tumoral 1 (TNFα R1) e ligante indutor de apoptose ligado ao TNF (TRAIL), 
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responsáveis por ativar a caspase 8 que, posteriormente, resulta na ativação da 
caspase 3 (Alkhouri et al., 2011).  
A via intrínseca de apoptose pode ser ativada por estresse extra ou 
intracelular. Os sinais que são transduzidos em resposta a estes insultos 
convergem principalmente para a mitocôndria.  Os eventos mitocondriais são 
então controlados por proteínas da família Bcl-2. Essa família inclui classes de 
proteínas indutoras (Bax, Bid e Bak) e repressoras (Bcl-2 e Bcl-XL) de morte que 
participam ativamente da regulação da apoptose (Borner, 2003). A homeostasia 
celular é mantida pelo controle da quantidade de proteínas anti-apoptóticas e pró-
apoptóticas. As proteínas normalmente estudadas para verificar a ativação da via 
intrínseca de apopose são Bax (pró-apoptótica) e a Bcl-2 (anti-apoptótica) e o 
equilíbrio entre estas proteínas pode definir a sinalização de apoptose. O aumento 
de Bcl-2 inibe a permeabilização da membrana externa da mitocôndria, pelo 
sequestro de Bax ou por competir por sítios que seriam ocupados pela Bax na 
membrana externa mitocondrial (Murphy et al., 2000). A Bax pode promover a 
apoptose através da interação com a mitocôndria, de forma independente da 
interação com proteínas anti-apoptóticas (Petros et al., 2004). 
A sinalização de morte leva a um prejuízo do potencial da membrana 
mitocondrial interna, bem como a uma transição da permeabilidade mitocondrial 
levando ao vazamento de proteínas pró-apoptóticas para o citoplasma (Loeffler e 
Kremer, 2000), tais como citocromo c, quando no citosol, o citocromo c forma um 
complexo com a APAF 1 e a caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a 
clivagem da pró-caspase-9, liberando a caspase-9, ativa (Budihardjo et al., 1999). 
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Este complexo é ativador de caspases efetoras 3 e 6 os quais executam as 
mudanças apoptóticas finais (Riedl e Shi, 2004). Além da liberação de moléculas 
pró-apoptóticas pela mitocôndria, a perda do potencial de membrana e transição 
da permeabilidade mitocondrial levam prejuízo da síntese de ATP e aumentando a 




A apoCIII tem sido relacionada a distúrbios metabólicos e a fatores de risco 
para doenças cardiovasculares e diabetes mellitus. Experimentos anteriores do 
nosso grupo demonstraram os efeitos da super-expressão da apoCIII sobre o 
acúmulo de lípides hepáticos (Alberici, 2009). Outros estudos demonstram uma 
maior suscetibiidade de camundongos que super-expressam a apoCIII ao 
desenvolvimento de esteatose hepática associada à resistência a insulina (Lee, 
2011).  A patogênese da esteatose hepática não alcoólica possui uma origem 
multi fatorial e sua evolução para esteato-hepatite inclui acúmulo hepático de 
lípides, estresse oxidativo, inflamação e morte celular. Estudos recentes 
demonstram que um ponto chave na evolução e severidade da doença é a 
inflamação (Diehl et al., 2005; Endo, 2007; Dixon, 2013). Recentemente foi 
descrita uma ação pró-inflamatória da apoCIII em células vasculares (Zheng et al., 
2013). Nesse contexto, torna-se importante o estudo da super-expressão da 
apoCIII no processo da esteatose hepática e esteato-hepatite, sobretudo quanto 
ao seu papel pró-inflamatório. 
Os fibratos são ligantes sintéticos dos PPARα, que por serem drogas 
hipolipemiantes são utilizados para tratar a esteatose hepática, diminuindo o 
conteúdo hepático de lípides e aumentando a oxidação de AG hepáticos. Deste 
modo, os fibratos podem ser usados como ferramenta para melhor compreensão 
dos mecanismos envolvidos na suscetibilidade ao desenvolvimento da NAFLD 




Avaliar os efeitos da super-expressão da apoCIII sobre evolução da 
esteatose hepática para esteato-hepatite, analisando as estapas críticas da 
evolução da doença, como acúmulo de lípides, estresse oxidativo, inflamação e 
morte celular. 
Avaliar a eficiência do tratamento com fibrato nos animais apoCIII, em 
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Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the principal liver manifestation in obesity and 
metabolic syndrome. The natural history of the disease involves steatosis, oxidative stress, 
inflammation and cell death. By comparing apolipoprotein (apo) CIII transgenic mice with control 
non-transgenic (NTg) littermates, we show here that the overexpression of apoCIII, independent of 
high fat diet (HFD), results in NAFLD features including increased liver lipid content, decreased 
antioxidant power, increased expression of TNFα, TNFα receptor, cleaved caspase-1 and 
interleukin-1β, decreased adiponectin receptor-2 and increased cell death. This phenotype is 
aggravated and additional NAFLD features are differentially induced by HFD in apoCIII mice. 
HFD induced glucose intolerance together with increased gluconeogenesis, evidencing hepatic 
insulin resistance. Marked increases in plasma TNFα (8-fold) and IL-6 (60%) were induced by HFD 
in apoCIII mice compared to NTg mice. Cell death signaling (Bax/Bcl2), effector (caspase-3) and 
apoptosis were augmented in both low and HFD apoCIII mice. Fenofibrate treatment reversed 
several of the diet and apoCIII effects, but did not normalize apoCIII inflammatory traits even under 
fully corrected liver lipid content. These results indicate that apoCIII overexpression plays a major 
role in liver inflammation and cell death, increasing the susceptibility to and the severity of diet 
induced NAFLD. 
 







 Hypertriglyceridemia is a common condition caused by multiple environmental and genetic 
factors (1, 2). Elevated plasma levels of triglyceride-rich remnant lipoproteins are independent 
cardiovascular disease (CVD) risk factors (3). Clinical and experimental studies show strong 
correlation and causal links between plasma triglycerides (TG) and apolipoprotein CIII levels 
(apoCIII) (4, 5). ApoCIII is also increased in the plasma of diabetic patients (6, 7). Moreover, loss-
of-function mutations in the apoCIII gene are associated with low levels of triglycerides and 
reduced risk of CVD (8, 9). Therefore, TG levels are causally linked to apoCIII and CVD, and 
apoCIII inhibitors are already in clinical development (10). 
Hypertriglyceridemia and nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) are common features in 
obesity and metabolic syndrome (11). NAFLD prevalence in western countries is 25 - 35% (12), 
and liver steatosis is observed in 80% of obese patients (13). Hepatic insulin resistance and type II 
diabetes are considered sequelae of NAFLD (14). Furthermore, persistence of steatosis may 
progress to steatohepatitis (NASH), cirrhosis and hepatocarcinoma (15).  
In terms of NAFLD pathogenesis, the two hit hypothesis (16) proposes that steatosis 
represents the “first hit”, which increases the vulnerability of the liver to various “second hits” that 
in turn lead to inflammation, fibrosis and cellular death. Oxidative stress is one of the conditions 
that may constitute the second hit. Inflammation is also a key event either in the initiation or in the 
progression of the disease, including numerous pro-inflammatory molecules and adiponectin (17). 
Pro-inflammatory cytokines can either directly cause liver damage or act indirectly by increasing 
oxidative stress, which in turn can also directly impair liver function or act indirectly by 
perpetuating a vicious cycle (18). The intersecting pathways of the binomial oxidative stress-
inflammation underline many cardio-metabolic diseases such as obesity, diabetes and 
atherosclerosis. Accordingly, recent evidence suggests that NAFLD is not restricted to liver-related 
morbidity and mortality, with the majority of deaths in NAFLD patients being related to CVD (19). 
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We previously demonstrated that hypertriglyceridemic apoCIII overexpressing transgenic 
mice present increased hepatic glycerolipid content and liver oxidative stress. The latter was 
associated with increased NADPH oxidase and xantine oxidase activities, even under low fat 
regular chow diet (20). Another recent study reported that apoCIII overexpressing mice under a 
high fat diet develop NAFLD associated with severe hepatic insulin resistance, increased liver lipid 
uptake and decreased lipid secretion (21).  
The present study was designed to investigate whether apoCIII overexpression and/or the 
resulting hypertriglyceridemia would trigger the main events involved in the evolution of steatosis 
to NASH, namely inflammation and cell death. Furthermore, we tested whether the PPARa agonist 
fenofibrate, which regulates many inflammatory and lipid metabolism related genes, including 
apoCIII, would reverse the susceptibility to NAFLD. 
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Materials and Methods 
Animals and treatments 
All experimental protocols for this study were approved by the university's Committee for Ethics in 
Animal Experimentation (CEUA/UNICAMP, protocol 2436) and the research was conducted in 
conformity with the Public Health Service policy. Male mice transgenic for human apoCIII and 
non-transgenic controls were maintained at the Division of Physiology and Biophysics, Biology 
Institute, State University of Campinas (São Paulo, Brazil). Human apoCIII transgenic founder 
mice (line 3707) (22) were donated by Dr. Alan R. Tall (Columbia University, New York, NY) in 
1996 and since crossbred with wild-type (NTg) C57BL/6 mice (Multidisciplinary Center for 
Biological Research of the University of Campinas). The apoCIII transgenic mice were screened 
according to their fasting triglyceride plasma levels (CIII > 300 mg/dL and controls < 100 mg/dL). 
Mice were housed in a room at 22°C ± 2°C with a 12-hour light-dark cycle and had free access to 
water and food. One month old male mice (transgenic and NTg littermates) were submitted to low 
fat (LFD) or high fat (HFD) diets up to 4 months of age. Additional groups of mice were treated 
with HFD or HFD + fenofibrate (100 mg/kg bw, during the last 2 weeks by daily gavage, Allergan, 
SP, Brazil). At 4 months of age, fasting mice were anesthetized with intraperitoneal injection of 
ketamine and xylazine (50 and 10 mg/kg) and euthanized by exsanguination through the retro-
orbital plexus. 
Diet composition (g/100 g)  
Diet Protein 
 






Low fat 14 4  
(9.5% of calories) 
72 5 380 
High fat  14 35 
(59% of calories) 
41 5 536 
Note: the basis of both low fat and high fat diets is the AIN-93. The complete diet composition is 





Plasma levels of total cholesterol, triglycerides (Chod-Pap; Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, 
Germany), non-esterified fatty acids (Wako Chemical, Neuss, Germany), and liver transaminases 
(Biotecnica, SP, Brazil) were assayed using enzymatic-colorimetric methods according to the 
manufacturers’ instructions. Leptin and adiponectin (Merck Millipore, Darmstadt, Germany), C-
reactive protein (IBL-America, Minneapolis, USA), TNFα and IL-1β (R&D Systems, Minneapolis, 
USA) plasma concentrations were determined using ELISA. For IL-1β liver analysis, 50 mg of 
tissue was homogenized in 2 ml Lysis Buffer 2 (R&D Systems, Minneapolis, USA). The IL-6 
plasma level was analyzed using Multiplex Assay (Merck Millipore, Darmstadt, Germany). Liver 
protein carbonyl was measured using a colorimetric assay kit (Cayman Chemical Company, 
Michigan, USA). 
Reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione levels  
Liver (50 mg) and plasma (50 µl) GSH and GSSG were assayed separately according to the 
fluorimetric ortho-phthalaldehyde (OPT) method of Hissin and Hilf (23). This method is based on 
the principle that OPT reacts with GSH and GSSG at pH 8.0 and pH 12, respectively, to yield a 
highly fluorescent product that can be activated at 350 nm with an emission peak of 420 nm. GSSG 
levels were determined after sample treatment with N-ethylmaleimide to remove GSH completely. 
The concentrations of GSH and GSSG in samples were calculated according to standard curves 
prepared with GSH and GSSG, respectively. 
Liver triglycerides content 
Liver lipids were extracted using the Folch (24) method. Lipid extract was re-suspended in Triton 
buffer (20 mL of 0.5 M potassium phosphate pH 7.4, 0.25 M NaCl, 25 mM cholic acid, 0.5% 
Triton® X-100) and triglycerides were determined using the enzymatic-colorimetric method 




Liver histological analysis 
Liver tissue samples were taken from the left lobe and incubated in 10% phosphate- buffered 
formaldehyde at room temperature. Samples were washed 3 times with PBS buffer and fixed in 
70% ethanol. After fixation, tissues were embedded in paraffin, sectioned in 5 µm and then stained 
with hematoxylin-eosin (HE).  
Oil Red O staining  
Liver samples were embedded in Tissue-Tek OCT embedding compound and frozen. The 10 μm 
frozen sections were rehydrated, and neutral lipid accumulation was detected by Oil Red O staining. 
Sections were rinsed with 60% isopropanol and stained for 18 min with prepared Oil Red O 
solution (0.5% in isopropanol followed by dilution to 60% with distilled water and filtration). Slides 
were washed twice in 60% isopropanol and distilled water. Digital images were taken with an 
Olympus BX51 microscope connected to an Olympus DP72 digital camera. 
Immunofluorescence microscopy  
Liver sections were fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for 30’ at room temperature and then 
washed with PBS. Non-specific binding was blocked by incubation with 5% BSA in PBS for 1 h. 
Sections were incubated with primary antibody specific for TNFR1 (1:50 — Santa Cruz 
Biotechnology) or IL1β (1:100 — Cell Signaling) overnight (4°C) and then with primary antibodies 
against CD68 (1:250 — Serotec) for 3 h (room temperature). Next, tissue sections were incubated 
with Alexa-labeled secondary antibodies (Invitrogen) for 1 h (room temperature). Pictures were 
taken on a Leica DMI600B microscope and co-localized areas in random fields (1 per 




Apoptosis was analyzed using the terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 
(TUNEL) method using an in situ cell detection kit (Roche Diagnostics). Nuclei were labeled with 
4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Sigma Aldrich). Only TUNEL-positive cells that colocalized 
with DAPI-stained nuclei were considered apoptotic and counted. Random fields (5 per section) of 
10 µm were counted for each mouse. 
Oral glucose tolerance test (OGTT) and insulin tolerance test (ITT):  
After 12 hours fasting, the mice received an oral dose of glucose solution (1.5 g/kg body weight). 
Basal blood sample was collected from the tail tip before (t=0 min) and 15, 30, 60 and 90 min after 
glucose ingestion. For the ITT, blood was taken from 3 hours fasting mice immediately before ip 
insulin injection [0.75 U/Kg body weight of regular human insulin (Eli Lilly Co.)] and at 5, 10, 15, 
30 and 60 min for glucose analysis. Blood glucose concentrations were measured using a glucose 
analyzer (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostic, Switzerland).  
Pyruvate derived glucose production test 
 After 16 hours of fasting, the mice were injected with a pyruvate solution (1.5 g/kg body weight). 
Blood samples were collected from the tail tip before (t=0 min) and after the injection at 15, 30, 60 
and 90 min. Blood glucose concentrations were measured using a glucose analyzer (Accu-Chek 
Advantage, Roche Diagnostic, Switzerland). 
RNA extraction and RT-PCR 
Total liver RNA was extracted from approximately 50 mg of tissue using the TRIzol reagent 
(Invitrogen, Grand Island, NY, USA). RNA integrity was assessed using Tris-borate 1.2% agarose 
gels stained with ethidium bromide. The amount and purity of the RNA were determined via optical 
density readings at 260 and 280 nm (Gene Quant, Amersham-Pharmacia Biotech). Genomic DNA 
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contamination was excluded by running a polymerase chain reaction (PCR) on the RNA samples. 
cDNA was prepared in duplicate and was obtained from 2 μg of total RNA via reverse transcription 
using an Applied Biosystems High-Capacity cDNA reverse transcription kit according to the 
manufacturer's instructions. Gene expression was determined using real-time reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) (Step One Real-time PCR System, Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA) using a SybrGreen PCR Master Mix and specific primers. The ΔΔCT 
method was used to quantify gene expression. The threshold cycle was normalized to β-actin and 
then expressed as relative to the control groups. 




forward 5` GGACTCATCGTACTCCTGCTT 3` 
reverse 5` GAGATTACTGCTCTGGCTCCT 3` 
ACC forward 5` AGGCAGCTGAGGAAGTTGGCT 3` 
reverse 5` CGCTGCACAGAGCAGTCACG 3` 
ACO forward 5` TGTGACCCTTGGCTCTGTTCT 3` 
reverse 5` TGTAGTAAGATTCGTGGACCTCTG 3` 
Adiponectin receptor-2 forward 5` ACGTTGGAGAGTCATCCCGTA T 3` 
reverse 5` CTCTGTGTGGATGCGGAAGAT 3` 
Apo B forward 5` GCGAGTGGCCCTGAAGGCTG 3` 
reverse 5` CCGTGGAGCTGGCGTTGGAG 3` 
ATGL forward 5` TGTGGCCTCATTCCTCCTAC C 3` 
reverse 5` TCGTGGATGTTGGTGGAGCT 3` 
ChREBP forward 5` ACTCAGGGAATACACGCCTACAG 3` 
reverse 5` TCTTGGTCTTAGGGTCTTCAGGAA 3` 
CPT1 forward 5` AGTGACTGGTGGGAGGAATA 3` 
reverse 5` CTTGAAGTAACGGCCTCTGT 3` 
FAS forward 5` GATATTGTCGCTCTGAGGCTGTTG 3` 
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reverse 5` GGAATGTTACACCTTGCTCCTTGC 3` 
MTP forward 5` CATTCAGCACCTCCGGACTT 3` 
reverse 5`GATACTGCTGTCACTTTTGAAATCCA 3`  
PGC1α forward 5` CCTGACACGGAGAGTTAAAGGAA 3` 
reverse 5` GATGGCACGCAGCCCTAT 3` 
PPARα forward 5` GCAGCTCGTACAGGTCATCA 3` 
reverse 5` CTCTTCATCCCCAAGCGTAG 3` 
SCD1 forward 5` TGGGTTGGCTGCTTGTG 3` 
reverse 5` GCGTGGGCAGGATGAAG 3` 
SREBP1c forward 5` CCTGGTGGTGGGCACTGAAGC 3` 
reverse 5` GCGTCTGAAGGGTGGAGGGGT 3` 
TNFα forward 5` CCCTCCTGGCCAACGGCATG 3` 
reverse 5` TCGGGGCAGCCTTGTCCCTT 3` 
UCP2 forward 5` AGCATGGTAAGGGACCAGTG 3` 
reverse 5` CAGTTCTACACCAAGGCTC 3` 
 
Western blotting 
Liver tissue samples were homogenized in urea lysis buffer (2 M thiourea, 5 mM EDTA, 1 mM 
sodium fluoride, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM sodium pyrophosphate, 1% aprotinin, 2 mM 
PMSF and 1% Triton-X 100), and the protein concentrations were determined using the Bradford 
(25) method. Forty micrograms of protein lysate were resolved on SDS-polyacrylamide gels, 
transferred to nitrocellulose membranes and stained with Ponceau S (Sigma) to verify the transfer 
efficiency and equal sample loading. The membranes were blocked with 5% albumin in Tris-HCl 
pH 7.6 containing 150 mM sodium chloride and 0.1% Tween-20 (TBST) and incubated for 2 hours 
at room temperature with antibodies against caspase-1 (1:500 — Abcam), capase-3 (1:100 — Santa 
Cruz Biotechnology), Bcl2 (1:1000 — Cell signaling), or Bax (1:1000 - Cell signaling). An 
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antibody against tubulin was used as an internal control (1:20000 — Sigma). Membranes were 
washed in TBST, incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies 
diluted at 1:1000, washed again and the reactions developed with an enhanced chemiluminescence 
detection system (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific, Rockford, USA). 
Images were revealed in the ImageQuant LAS 400 Mini equipment, and the band intensities were 
quantified using optical densitometry using the free software ImageJ. 
 
Statistical analysis 
The results are presented as the mean ± standard error for the number of determinations (n) 
indicated. The statistical analyses were carried out using two-way ANOVA followed by Bonferroni 




Hypertriglyceridemic apoCIII overexpressing mice were compared to their control non-
transgenic (NTg) littermates under low (LFD) and high (HFD) fat diets, and their morphometric and 
plasma biochemical parameters were assessed (Table 1). HFD increased daily caloric intake, body 
mass and white perigonadal adipose tissue mass, but decreased relative liver mass in both genotypic 
groups. Adiposity was still higher in the apoCIII mice under HFD and was accompanied by 
increased leptin plasma levels. As expected, there was a genotype dependent but diet independent 
hyperlipidemic phenotype in the apoCIII mice, as shown by elevated TG, cholesterol and free fatty 
acid plasma levels (Table 1).  
Next, we assessed several indicators related to the natural history of NAFLD including lipid 
accumulation, redox imbalance, inflammation and cell death. Figure 1 shows the liver lipid content 
measured using histological and biochemical analyses, as well as the levels of the liver injury 
markers aspartate and alanine aminotransferase (AST and ALT). The overexpression of apoCIII 
resulted in increased liver lipid content independent of diet. This can be observed based on the 
macrovesicular steatosis in HE and Oil Red O staining (Fig. 1A, B) and the increased liver TG 
content (38% in LFD and 28% in HFD) (Fig. 1C). HFD also induced elevated AST and ALT 
plasma levels, and the apoCIII mice had higher levels of AST under both diets and of ALT under 
HFD (Fig. 1D, E). 
Because disturbed glucose metabolism is associated with liver steatosis, we evaluated 
glucose homeostasis. Figure 2 shows that HFD induced glucose intolerance in both groups. 
However, the effect of diet was more potent in the apoCIII mice (Fig. 2A), with a 12% increase in 
the area under the glycemic curve in the HFD apoCIII mice. The insulin tolerance test showed no 
diet or genotype effects (data not shown). However, by determining the pyruvate derived glucose 
production rate (Fig. 2B), we showed that the HFD apoCIII mice had increased gluconeogenesis 
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capacity. Together with the glucose intolerance, these data are indicative of hepatic insulin 
resistance. 
To understand the processes involved in the increased liver lipid content, we analyzed the 
expression of genes related to lipid uptake, synthesis, catabolism and secretion (Fig. 3, Fig. 4). We 
observed that the mRNA expression of CD36, which is responsible for lipid uptake, was not 
modulated by diet or genotype (Fig. 3). The mRNA level of ChREBP (carbohydrate response 
element binding protein), a transcription factor activated by glucose independent of insulin, 
increased in only the livers of the HFD apoCIII mice. HFD also increased the mRNA levels of 
SREBP1c (sterol response element binding protein) and one of its targets, ACC (acetyl-CoA 
carboxylase), independently of the genotype. The expression of FAS (fatty acid synthase) was 
marginally increased by the HFD (p=0.06). The lipogenic enzymes ACC and FAS are targets of 
both ChREBP and SREBP1 transcription factors. The expression of the stearoyl-CoA desaturase-1 
(SCD-1) was markedly reduced by the HFD (Fig. 3F). The expression of genes related to lipid 
catabolism and secretion are shown in Figure 4. The mRNA level of ATGL (adipose tissue 
triglyceride lipase), responsible for the initial TG hydrolysis, was reduced by HFD independent of 
genotype. CPT1 (carnitine palmitoyl acyl transferase) and UCP2 (mitochondrial uncoupling 
protein-2), which accelerate fatty acid oxidation, were reduced in the LFD apoCIII mice and in both 
HFD groups. PGC1α (PPAR gamma coactivator-1α and inducer of mitochondria biogenesis) levels 
were reduced by HFD in both groups. VLDL assembly for subsequent secretion is a complex 
process, involving the association of lipids with apoB, which is mediated by MTP (microsomal 
triglyceride transfer protein). We observed a reduction in the mRNA abundance of MTP under HFD 
in both groups, whereas apoB mRNA was reduced by HFD and LFD in the apoCIII mice. Together, 
these results show that HFD induces the expression of lipogenesis related genes and inhibits lipid 
catabolism/secretion related genes. It is noteworthy that apoCIII overexpression induced significant 
changes under LFD, including reductions in CPT1, UCP2 and apoB100. 
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Diet induced NAFLD is associated with cell oxidative stress. Because reduced glutathione 
represents one of the most abundant reducing power used to maintain cell redox homeostasis, we 
measured its liver levels. In Figure 5, we show that HFD increased the ratio of oxidized to reduced 
glutathione (GSSG/GSH) in the livers of both groups. Overexpression of apoCIII also increased this 
ratio, independent of the diet types. Protein carbonylation, which indicates oxidative damage of 
liver proteins, was increased by HFD independent of the genotype.  
Inflammation is a key event in the pathogenesis of NAFLD. Therefore, we measured a 
panel of systemic and liver pro-inflammatory markers. The results presented in Table 1 show an 
increase in the plasma levels of the cytokine IL6 in both HFD groups but more intensely in the 
apoCIII mice. Another inflammatory marker, C-reactive protein, was significantly increased in the 
apoCIII mice, independent of the diets (Table 1). Adiponectin is an anti-inflammatory mediator, 
and its plasma levels were diminished in both HFD groups (Fig. 6A). The levels of liver 
adiponectin receptor 2 were reduced by HFD and in the apoCIII mice, independent of the diets (Fig. 
6B). Therefore, adiponectin signaling is hampered by both diet and apoCIII overexpression. 
HFD induced elevation of TNFα plasma levels, and this effect was more pronounced in the 
apoCIII mice (Fig. 6C). Furthermore, the liver TNFα mRNA level was increased in the apoCIII 
mice, independent of the diets (Fig. 6D). Immunohistochemical analysis confirmed these findings, 
showing increased macrophage marker CD68 and co-localization of macrophages with the TNFα 
receptor in the livers of the apoCIII mice, independent of the diets (Fig. 6 E, F) 
The inflammasome pathway appears to be activated in NAFLD. This involves the 
formation and activation of a protein multicomplex that contains cysteine-aspartate protease-1 
(caspase-1). Activated caspase-1 results in activation and subsequent secretion of IL1β. HFD 
increased the levels of activated (cleaved) caspase-1 compared to LFD, whereas the apoCIII mice 
presented increased activated caspase-1 regardless of diet (Fig. 7A). The same pattern was observed 
for IL1β. HDF increased liver IL1β in both groups, whereas apoCIII had higher IL1β independent 
of diet (Fig. 7B). In the plasma, we observed that only HFD affected IL1β levels (Fig. 7C). 
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Immunohistochemistry revealed that increased liver IL1β co-localized with macrophages in the 
apoCIII mice, independent of the diet (Fig. 7 D, E). 
Apoptosis is present at a more advanced stage of the disease, steatohepatitis (NASH), which 
involves both intrinsic and extrinsic cell death pathways. Figure 8A reveals the involvement of the 
intrinsic apoptosis signaling pathway, as demonstrated by the decrease in the ratio of the key 
proteins Bcl2/Bax in the HFD groups. The apoCIII mice also had a diminished ratio under LFD. To 
confirm the presence of cell death, we measured the levels of the final death effector, caspase-3, and 
the number of apoptotic cells using TUNEL assay. Higher levels of active (cleaved) caspase-3 and 
higher numbers of TUNEL positive apoptotic cells were found in the HFD groups and in the 
apoCIII mice under both diets (Fig. 8B, C, D). 
To test whether NASH could be reversed to the same extent in both groups, the mice were 
treated with fenofibrate during the last 2 weeks of HFD. By activating PPARα, this drug modulates 
the expression of many genes that regulate lipid metabolism, mainly by decreasing synthesis and 
increasing catabolism. As shown in Table 2, fenofibrate treatment reduced body and adipose tissue 
weight and leptin plasma levels in both groups. The TG, cholesterol and FFA plasma levels were 
not affected by fenofibrate treatment, and remained elevated in the apoCIII mice. Fenofibrate did 
not alter PPARα mRNA expression but reduced FAS and increased ACO, CPT1 and UCP2 mRNA 
in both groups (Table 3). Fenofibrate also markedly reduced the liver TG content. In addition, 
fenofibrate corrected the plasma levels of the hepatic transaminase AST and ALT, although AST 
levels remained elevated in the apoCIII mice (Table 3). 
Fenofibrate treatment was also effective in attenuating oxidative stress and the 
inflammatory state (Table 3). GSSG/GSH ratio and carbonyl content were reduced by fenofibrate, 
although the latter remained elevated in the apoCIII mice. Additionally, plasma TNFα levels were 
reduced by drug treatment but remained higher in the apoCIII mice. Plasma adiponectin levels were 
not altered by fenofibrate, whereas the levels of liver adiponectin receptor 2 were significantly 
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increased only in the NTg mice. Fenofibrate reduced IL6 plasma levels but not those of C-reactive 
protein (Table 3). 
The amount of the liver cleaved caspase-1 (Fig. 9A), as well as the plasma and liver levels 
of IL1β (Table 3), were diminished by treatment with fenofibrate. However, liver IL1β (Fig. 9B) 
remained elevated in the apoCIII mice, independent of the treatment. Fenofibrate increased the 
Bcl2/Bax ratio (Fig. 9C) and reduced the levels of activated caspase-3 compared to both NTg and 
apoCIII non-treated groups (Fig. 9D). Confirming these results, there was a reduction in the number 




In the present study, we demonstrated that the overexpression of apoCIII, independent of 
high fat diet, results in NAFLD features such as increased liver TG content, decreased antioxidant 
power, increased expression of TNFα and TNFα receptor, cleaved caspase-1 and IL1β, decreased 
adiponectin receptor 2 and increased cell death. Expression of the liver catabolism related genes 
CPT-1 and UCP2 decreased in the apoCIII mice. The systemic indicators of inflammation, TNFα 
and C-reactive protein, were also elevated in the apoCIII mice. This situation was aggravated, and 
additional NAFLD features were differentially induced using a high fat diet in the apoCIII mice. 
Both liver transaminases AST and ALT were elevated in the plasma. Glucose intolerance, 
gluconeogenesis, and ChREBP mRNA liver expression were exacerbated in the HFD apoCIII mice. 
HFD induced increases of 8-fold in plasma TNFα and 60% in IL6 in the apoCIII mice compared to 
the NTg mice. The other inflammatory indicators (plasma C-reactive protein, liver TNFα, TNFr, 
caspase-1 and IL1β) remained higher in the HFD apoCIII mice. Cell death signaling (Bax/Bcl2), 
effectors (caspase-3) and apoptosis were augmented in the LFD and HFD apoCIII mice. As 
expected, fenofibrate treatment reversed several of the diet and apoCIII effects. However, it is 
important to stress that fenofibrate did not normalize apoCIII inflammatory traits such as increased 
plasma TNFα levels, liver TNFr and IL1β levels, and that it did not correct the reduced adiponectin-
R2 liver mRNA. 
A previous study showed that increased plasma apoCIII concentrations predispose mice to 
diet-induced NAFLD (21). These authors focused on the insulin resistance observed in this mouse 
model when fed a high fat diet. A severe hepatic insulin resistance was characterized by the 
hyperinsulinemic- euglycemic clamp technique and was attributed to increased hepatic 
diacylglycerol content, protein kinase C-epsilon activation and decreased insulin activation of Akt2 
(21). Here, we confirm that HFD induces insulin resistance more severely in apoCIII than in NTg 
mice, as shown by the simultaneous glucose intolerance and increased gluconeogenesis. We have 
previously shown that apoCIII mice under regular chow diet exhibited normal glucose homeostasis 
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and insulin secretion, which was disturbed by only an acute increase in plasma levels of FFA 
induced by heparin (26) or by high fat diet (27). 
The increased liver lipid content in apoCIII mice, even under a low fat diet, is associated 
with reduced expression of genes related to lipid catabolism (CPT1, UCP2) and secretion (APOB). 
HFD induced elevation in the liver lipid content of both apoCIII and NTg mice is associated with 
altered expression of genes related to increased lipogenesis (SREBP1c and ACC), reduced lipolysis 
(ATGL), catabolism (CPT1, UCP2, PGC1a) and lipid secretion (APOB and MTP). Lee et al (21) 
also found reduced liver triglyceride secretion rates and apoB expression in HFD apoCIII transgenic 
mice. In addition, these authors revealed an increased FFA and TG liver uptake in apoCIII mice 
under low and high fat diets. Others have found that FFA uptake from plasma increased in liver and 
skeletal muscle but decreased in adipose tissue in obese subjects with NAFLD compared with obese 
subjects with normal intrahepatic triglyceride content (28). Although we found no differences in the 
expression of FAT/CD36 mRNA in apoCIII and NTg mice, it is likely that FFA uptake is increased 
in apoCIII mice under both diets due to the greater availability of TG and FFA in the plasma in 
these mice. Interestingly, we found that HFD induced the expression of ChREBP mRNA, a 
transcription factor that is activated by glucose independent of insulin (29), specifically in apoCIII 
mice. Hepatic de novo lipogenesis is regulated through the activation not only of SREBP-1c (30) 
but also ChREBP (31), which transcriptionally activate nearly all genes involved in de novo 
lipogenesis. 
In addition to increased total TG content, in a previous study, we compared the liver 
lipidome of apoCIII and NTg mice fed regular chow diet. We demonstrated higher incorporation of 
oleic acid in phosphatidylcholine and TG composition, higher content of phosphatidylinositol 
containing arachidonic acid, and overall distinct FFA profiles in the livers of apoCIII mice, which 
showed elevated relative abundances of oleic (18:1), palmitoleic (16:1), arachidonic (20:4), 
margaric (17:0), and stearic (18:0) acids (32). 
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It is generally accepted that in the natural course of liver disease development, lipid 
accumulation, either from diet or from de novo lipogenesis, is the triggering event (first hit of the 
two-hit hypothesis) that leads to lipotoxicity in hepatocytes (16, 33). In hepatocytes, excessive lipid 
storage may directly contribute to organelle failure, including mitochondrial dysfunction and 
endoplasmic reticulum stress, and may play a role in hepatic insulin resistance (34). We previously 
examined the hepatic oxidative status in apoCIII mice fed a regular chow diet. We found a cell 
redox imbalance, evidenced by increased total levels of carbonylated proteins, malondialdehydes, 
and GSSG/GSH ratios in apoCIII livers compared to NTg (20). Moreover, we found that the origin 
of this oxidative stress was associated with higher activities of two oxidases, NADPH oxidase and 
xanthine oxidase, whereas mitochondria actually produced lower rates of H2O2 due to a mild 
uncoupling adaptation mediated by the opening of the ATP sensitive potassium channel (20, 35). 
Here, we confirmed that apoCIII livers have lower glutathione in the reduced state under both low 
and high fat diets and that a high fat diet induced protein carbonylation in both apoCIII and NTg 
livers. 
Recent findings have pointed to inflammation as a key process in both initiation and 
progression of NAFLD. For instance, knockout of the caspase-1 gene that blocks the inflammasome 
pathway is sufficient to protect mice from diet induced nonalcoholic steatohepatitis (36). 
Accordingly, the absence of interleukin 1α or 1β (targets of caspase-1) inhibits the evolution of liver 
steatosis to steatohepatitis and liver fibrosis (37). In addition, double knockouts for the TNFα 
receptor 1 and 2 are protected against liver lipid accumulation and other features of NAFLD 
induced by a methionine/choline deficient diet (38), whereas anti-TNFα antibody treatment 
decreased lipid content and the JNK signaling pathway in high fat diet fed ob/ob mice (39). Huang 
et al (40) demonstrated that high-fat or high-sucrose diet induced steatosis was prevented when the 
liver was depleted of Kupffer cells, and neutralizing antibodies against TNFα attenuated Kupffer 
cell-induced alterations in hepatocyte lipid metabolism. Our results agree with this view of a central 
role for inflammation in NAFLD. The apoCIII mice exhibited a broad spectrum of liver 
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inflammatory states, including the TNFα, inflammasome and adiponectin pathways, under a low fat 
diet and also after the fibrate treatment, which resolved the lipid accumulation but did not correct 
the levels of pro-inflammatory effectors, TNFα, TNFα receptor, IL1β and low adiponectin-R2. 
There are likely multiple origins of the pro-inflammatory state in this model. None of the 
inflammatory markers/effectors measured here are tissue specific. They may be produced locally in 
the liver by activated Kupffer cells but also may come from activated circulating immune and 
vascular cells and from adipose tissue, particularly enlarged visceral fat, which is an important 
source of many cytokines. Mild to moderate hypertriglyceridemia in healthy young men has been 
associated with increased concentrations of several biochemical markers of inflammation and 
endothelial activation and dysfunction (41). This hypertriglyceridemia associated systemic 
inflammation may be reversed, to varying degrees, by fibrates, resveratrol or omega-3 fatty acids 
(42, 43, 44). However, independent of triglyceride levels, apoCIII per se may be inflammatory and 
cytotoxic (45). For instance, purified human apoCIII enhances the attachment of monocyte-like 
cells to the human saphenous vein or coronary artery endothelial cells under both static and laminar 
shear stress conditions via induction of VCAM-1 (46). In addition to inflammation, elevated 
circulating apoCIII levels may contribute to beta-cell apoptosis and diabetes (47, 48, 49), although 
this is controversial (50). Supporting the finding that apoCIII is pro-apopotic, we recently 
demonstrated that apoCIII spleen mononuclear cells present higher rates of apoptosis in vitro and 
that apoCIII mice exhibited a reduced number of blood circulating lymphocytes in vivo. 
Cytochrome c release into the cytosol and caspase 8 activity were both increased in apoCIII 
mononuclear cells, indicating that cell death signaling starts upstream of the mitochondria but does 
involve this organelle (51). Here, we show that there is a marked increase in apoptotic cells in the 
livers of apoCIII mice under low (2-fold) and high fat diets (5-fold). 
In conclusion, our findings show that in addition to hepatic lipid excess and insulin 
resistance, apoCIII overexpression results in liver inflammation and cell death, which increase the 
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Fig 1. Overexpression of apoCIII promotes diet-induced hepatic steatosis and liver damage. 
NTg and apoCIII mice fed with low fat (LF) or high fat (HF) diets for 12 weeks. Representative 
liver sections isolated from mice stained with (A) H&E and (B) Oil Red O. (C) Liver triglyceride 
content (n=7-8). (D) Plasma ALT and AST concentrations (n=5). Data are expressed as the mean ± 
SEM. * LF vs. HF groups, # NTg vs. apoCIII mice (P < 0.05; two-way ANOVA).  
Fig 2. Overexpression of apoCIII promotes glucose intolerance and increases glucose hepatic 
production in HF diet. NTg and apoCIII mice fed with low fat (LF) or high fat (HF) diets for 12 
weeks. (A) Glucose tolerance test and area under the curve (AUC) (n=7-9). (B) Pyruvate derived 
glucose production and area under the curve (AUC) (n=6-8). Data are expressed as the mean ± 
SEM. * LF vs. HF groups (P < 0.05; two-way ANOVA), 
&
 NTg vs. apoCIII mice (test t student).  
Fig 3. Effects of high fat diet on the expression of lipogenesis-related genes. Expression of 
mRNA for (A) CD36, (B) ChREBP, (C) SREBP1c, (D) ACC, (E) FAS and (F) SCD1 were 
analyzed in the livers of NTg and apoCIII mice on low fat (LF) and high fat (HF) diets and 
normalized to β actin (n=6-8). Data are expressed as the mean ± SEM. * LF vs. HF groups, # NTg 
vs. apoCIII mice (P < 0.05; two-way ANOVA). 
a
 Mean values with unlike superscript letters were 
significantly different (P < 0.05; ANOVA followed by Bonferroni post-test). 
Fig 4. Effects of high fat diet and apoCIII overexpression on the expression of lipid catabolism 
and secretion genes. Expression of mRNA for (A) ATGL, (B) CPT1, (C) UCP2, (D) PGC1α (D), 
(E) MTP and (F) APOB100 were analyzed in the livers of NTg and apoCIII mice on low fat (LF) 
and high fat (HF) diets and normalized to β actin (n=6-8). Data are expressed as the mean ± SEM. * 
LF vs. HF groups, # NTg vs. CIII mice (P < 0.05; two-way ANOVA). 
a 
Mean values with unlike 
superscript letters were significantly different (P < 0.05; ANOVA followed by Bonferroni post-test). 
48 
 
Fig 5. Effects of high fat diet and apoCIII overexpression on liver oxidative stress and 
damage. Liver ratio of oxidized to reduced (A) gluthatione (n=7-9) and (B) carbonylated proteins 
(n=6-8) of NTg and apoCIII mice fed with low fat (LF) or high fat (HF) diets for 12 weeks. Data 
are expressed as the mean ± SEM. * LF vs. HF groups, # NTg vs. apoCIII mice (P < 0.05; two-way 
ANOVA).  
Fig 6. Effects of high fat diet and apoCIII overexpression on plasma and liver inflammatory 
markers. (A) Plasma adiponectin (n=7-9), (B) liver adiponectin receptor 2 mRNA (7-9), (C) 
plasma TNFα (n=5-6), (D) liver TNFα mRNA (n=6-8), (E) quantification of TNFα and CD68 co-
localized areas (n=3), (F) representative immunofluorescent confocal microscopy image of TNFα 
and CD68 in liver sections of NTg and apoCIII mice fed with low fat (LF) or high fat (HF) diets for 
12 weeks. Data are expressed as the mean ± SEM. * LF vs. HF groups, # NTg vs. apoCIII mice (P < 
0.05; two-way ANOVA). 
a
 Mean values with unlike superscript letters were significantly different 
(P < 0.05; ANOVA followed by Bonferroni post-test). 
Fig 7. Effects of high fat diet and apoCIII overexpression on plasma and liver inflammatory 
markers. (A) Liver cleaved caspase-1 (n=5), (B) liver IL1 (n=4) and (C) plasma IL1 (n=4-5), 
(D) quantification of IL1 and CD68 co-localized areas (E) representative immunofluorescent 
confocal microscopy image of IL1 and CD68 in liver sections (n=3) of NTg and apoCIII mice fed 
with low fat (LF) or high fat (HF) diets for 12 weeks. Data are expressed as the mean ± SEM. * LF 
vs. HF groups, # NTg vs. apoCIII mice (P < 0.05; two-way ANOVA). 
Fig 8. Effects of high fat diet and apoCIII overexpression on liver cell death. (A) Ratio between 
the anti- and pro-apoptotic proteins BCL2/BAX (n=7-9), (B) cleaved (activated) caspase-3 (n=5-6) 
and number of apoptotic cells (TUNEL positive cells) (C) representative images and (D) 
quantification (n=3) of NTg and apoCIII mice fed with low fat (LF) or high fat (HF) diets for 12 
weeks. Data are expressed as the mean ± SEM. * LF vs. HF groups, # NTg vs. apoCIII mice (P < 
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0.05; two-way ANOVA). 
a 
Mean values with unlike superscript letters were significantly different 
(P < 0.05; ANOVA followed by Bonferroni post-test). 
Fig 9. Fenofibrate treatment reversed high fat induced inflammation and apoptosis signaling. 
(A) Liver cleaved caspase-1 (n=4), (B) liver IL1 (n=4), (C) liver BCL2/BAX ratio (n=7-9), (D) 
liver cleaved caspase-3 (n=6) and number of apoptotic cells (TUNEL positive cells) (C) 
representative images and (D) quantification (n=3) of NTg and apoCIII mice fed with low fat (LF) 
or high fat (HF) diets for 12 weeks. Data are expressed as the mean ± SEM. * LF vs. HF groups, # 
NTg vs. apoCIII mice (P < 0.05; two-way ANOVA). 
a 
Mean values with unlike superscript letters 
were significantly different (P < 0.05; ANOVA followed by Bonferroni post-test). 
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Table 1. Food intake, body, liver and adipose tissue masses and fasting plasma concentra-
tion of lipids and leptin in NTg and apoCIII mice fed with low fat (LF) or high fat (HF) diet 







NTg CIII NTg CIII 










































































































Table 2. Food intake, body, liver and adipose tissue masses and fasting plasma 
concentration of lipids and leptin in NTg and CIII mice fed a hight fat diet (HF) treated or 
not with fenofibrate (HF/F). 
 HF HF/F 
NTg CIII NTg CIII 






























































































Mean ± SEM (n) $ HF vs. HF/F groups, # NTg vs. apoCIII mice (P < 0.05; two-way ANOVA).  
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Table 3. Plasma indicators of liver injury and inflammation, liver triglyceride content, 
oxidative stress indicators, and gene expression related to energy metabolism in NTg and 
CIII mice fed with high fat diet (HF) with or without fenofibrate treatment (HF/F). 
 HF HF/F 
NTg CIII NTg CIII 















































































































































































































mRNA data normalized to beta-actin. Mean ± SEM (n) $ HF vs. HF/F groups and # NTg vs. 
apoCIII mice (P < 0.05; two-way ANOVA). a, b, c Mean values with unlike superscript letters were 




















































Supplementary table: Low fat and high fat diet composition: 
Ingredients Low fat diet (g/kg) High fat diet (g/kg) 
Casein 140 140 
Corn Starch 465,7 208,7 
Dextrin 155 100 
Sucrose 100 100 
Soybean oil 40 40 
Lard --- 312 
Powdered cellulose 50 50 
AIN93M mineral mix 35 35 
AIN93M vitamin mix 10 10 
L-cistine 1,8 1,8 
Choline bitartrate 2,5 2,5 








Nossos resultados mostram que em adição ao excesso de lípides e 
resistência a insulina, a super expressão da apo CIII resulta em inflamação e 
morte celular com aumento da suscetibilidade e severidade a esteatose hepática 
não alcoólica induzida pela dieta. 
O tratamento com fenofibrato atenuou os danos provocados pela HFD, 
porém não reverte totalmente a inflamação nos animais apo CIII demonstrando os 
efeitos deletérios da apo CIII independente do acúmulo lipídico. 
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